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บทคัดย่อ 
 
การผลติกรดออกซาโลอะซิติกจากยสีต์ทนร้อน Issatchanchia sp. S1 
 
ยสีตท์นร้อน การหมกั กรดออกซาโลอะซิติก  
  
ในปัจจุบนักรดออกซาโลอะซิติกมีบทบาททางดา้นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ท่ีหลากหลาย 
และมีราคาท่ีค่อนขา้งสูง การศึกษาเก่ียวกบัการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกและการน าไปประยุกตใ์ชมี้
น้อยมาก ดงันั้นการศึกษาการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกจากเช้ือยีสต์ทนร้อน Issatchenkia sp. สาย
พนัธ์ุ S1 จึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจ และน าไปสู่กระบวนการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดยในการทดลอง
น้ีมุ่งเน้นท่ีจะหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดออกซาโลอะซิติก โดยยีสต์ Issatchenkia sp. สาย
พนัธ์ุ S1 ท่ีใช้ในการทดลองน้ี สามารถคดัแยกไดจ้ากหญา้หมกั เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
สมบติัทางชีวเคมี และการวิเคราะห์ 18S rDNA พบว่ายีสต์ทนร้อนสายพนัธ์ุ S1 มีความใกลเ้คียงกบั    
I. orientalis 99 % จากการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์ Issatchenkia sp. S1 
ในอาหาร enrich medium ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงท าการเปรียบเทียบชนิดของแหล่งคาร์บอน
ในอาหารเล้ียงเช้ือ YM พบว่า Issatchenkia sp. S1 เจริญได้น้อยในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี ซูโครส แลค
โตส กลีเซอรอล แมนนิทอล มอลโตส แป้งมนัส าปะหลงัและแป้งมนัฝร่ัง เป็นแหล่งอาหารคาร์บอน 
พบวา่อาหารท่ีใชน้ ้าตาลกลูโคสหรือฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ YM ยีสตส์ามารถ
เจริญไดดี้ เม่ือท าการทดสอบการผลิตกรดออกซาโลอะซิติกเบ้ืองตน้ของเช้ือยีสตท์นร้อน Issatchenkia 
sp. S1 ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ในอาหาร YM ท่ีมีองค์ประกอบของ น ้ าตาลกลูโคส 100 กรัมต่อลิตร 
สารสกดัยีสต ์3 กรัมต่อลิตร สารสกดัมอลต์ 3 กรัมต่อลิตร เปปโตน 5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียม
ซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร ท าการเล้ียงท่ีอุณภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการกวนท่ี 200 รอบต่อ
นาที ในสภาวะท่ีไม่ให้อากาศ พบวา่ การเจริญสูงสุดอยูท่ี่ 0.297 ± 0.001 ต่อชัว่โมง และสามารถผลิต
กรดออกซาโลอะซิติกได ้3.02 กรัมต่อลิตร หลงัจากท าการหมกัไปเป็นเวลา 24 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตาม 
หลงัจาก 24 ชัว่โมง ปริมาณของกรดออกซาโลอะซิติกท่ีอยูใ่นอาหารเหลวจะลดลง 
จากนั้น ได้ทดสอบหาแหล่งอาหารคาร์บอนชนิดต่างๆ ต่อการเจริญโดยน าแหล่งอาหาร
คาร์บอน ไดแ้ก่ น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตส น ้าตาลซูโครสท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 
และแป้งมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (AMG 300L) และเอนไซมเ์ทอร์มา
มิว (Thermamyl® SC) ท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร มาเตรียมเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนท่ีใชส้ าหรับ
การหมัก โดยใช้อาหาร YM ท าการหมักในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมอาหาร            
  
 
ค 
100 มิลลิลิตร ท าการเติมหัวเช้ือท่ี 5% โดยปริมาตร ท าการบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีการ
เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 วนั พบว่า อตัราการเจริญของเช้ือ Issatchenkia sp. S1 สูงสุดท่ี 
0.295±0.025 ต่อชัว่โมง ในอาหารท่ีใช้แป้งมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการย่อยดว้ยเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิ
เดสและเอนไซม์เทอร์มามิวเป็นแหล่งอาหารคาร์บอน แต่กลบัไม่พบการผลิตของกรดออกซาโลอะ
ซิติกในตวัอยา่งท่ีท าการทดลอง  
เน่ืองจากไดมี้การยา้ยหอ้งปฏิบติัการไปยงัอาคารใหม่ในระหวา่งด าเนินโครงการ แต่จากความ
ผดิพลาดในขนยา้ย และกระแสไฟฟ้าไม่เสถียร มีผลท าให้ตูแ้ช่ -70 องศาเซลเซียส ไม่สามารถควบคุม
อุณภูมิได ้เช้ือท่ีท าการเก็บไวเ้กิดความเสียหายและมีการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรีย หลงัจากนั้นไดมี้การ
คดัแยกเช้ือจากหลอดเก็บเช้ือดงักล่าว และท าการตรวจสอบ พบว่าเช้ือสามารถเจริญไดดี้ในอาหาร 
YM ท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสและฟรุกโตส รวมทั้งใช้เกลืออะซิเตตในความเข้มข้นต ่าเป็นแหล่งอาหาร
คาร์บอน สามารถทนอุณหภูมิ และผลิตเอทานอลไดท่ี้สภาวะเดิมท่ีใช้ในการทดลอง และมีลกัษณะ
ทางกายภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เช่น ลกัษณะของเซลล ์การเกิด pseudomycelium ความสามารถใน
การใช้น ้ าตาล และความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกบั Issatchenkia sp. S1 แต่
ไม่พบการผลิตกรดออกซาโลอะซิกจากโคโลนีท่ีท าการแยกได ้ดว้ยการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคโครมาโต
กราฟฟีของเหลวสมรรถณะสูง (HPLC)  
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ABSTRACT 
 
Oxaloacetic Acid Production by Thermotolerant Issatchenkia sp. S1 
 
Thermotolerant yeast, Fermentation, Oxaloacetic acid 
 
Nowadays, oxaloactic acid has been an important chemical in life science research and its 
price is very expensive. Moreover, the research in oxaloactic acid production and their application 
are not so much. Therefore, the production of oxaloacetic acid by thermotolerant yeast Issatchenkia 
sp. S1 is very impressive topic. Therefore, this study focuses on the optimization condition of 
oxaloactic acid production by thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Thermotolerant yeast strain 
I. orientalis S1 was isolated from silage sample. According to the morphological, biochemical 
characterization and 18S rDNA analysis, the results showed the S1 strain has 99% similarity to I. 
orientalis. The optimum conditions for growth of thermotolerant I. orientalis S1 was determined in 
enrich medium at 40oC. The utilization of carbon sources by Issatchenkia sp. S1 was varied with 
sort of carbons supplemented in YM medium.  Issatchenkia sp. S1 showed weakly grown in YM 
medium with sucrose, lactose, glycerol, manitol, maltose, cassava starch or potato starch as carbon 
sources.  When either glucose or fructose was used as carbon source in YM medium, the better 
growth of Issatchenkia sp. S1 was performed. In 2 L fermenter experiment, The agitation speed at 
200 rpm with no aeration in YM medium with 100 g/L and 2 g/L (NH4)2SO4 at 40oC showed the 
highest of growth rate (0.297 ± 0.001 h-1). The highest concentration of oxaloacetic acid production 
was 3.02 g/L at 24 h after fermentation. However, oxaloacetic acid concentration in fermented broth 
was decreased after 24 h of fermentation time.  
Additionally, effect of carbon sources on growth were analyzed in YM medium which 
replaced the carbon source at 100 g/L of glucose, fructose, hydrolyzed sucrose (treated with 
invertase) or hydrolyzed cassava starch (treated with AMG 300L and Termamyl® SC). The cultures 
were fermented in 250-mL Erlenmeyer flasks with 100 mL of reaction volume with 5% v/v of 
inoculum and incubated at 40oC with 200 rpm for 2 days. The highest growth rate was obtained at 
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0.295±0.025 h-1 when cultured in hydrolyzed cassava starch but could not detect oxaloacetic acid 
production in fermented broth.  
 By transferring laboratory to the new building, the fault in transport was occurred. The 
deep freezer (-70 oC) could not controlled the temperature in fluctuated electricity. It was made 
damage and bacterial contamination in stock tube of thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Then, 
the contaminated stock tube was isolated. The all isolates were the great growth rate in YM medium 
with glucose and fructose including acetate salt, as carbon source, could tolerated temperature and 
produced the ethanol at the same condition of thermotolerant yeast Issatchenkia sp. S1. Moreover, 
the cell morphology under light microscope was not different the thermotolerant yeast Issatchenkia 
sp. S1 but not found the oxaloacetic acid from all isolated colony using high performant liquid 
chromatography (HPLC) analysis.  
 
 
